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(57) Abstract 

A p53 protein fragment peptide spedfically reacting with antibodies to p53 in the body fluids of cancer patients or precar- 
cinomatous individuals. The peptide is preferably included in amino add sequence 1-1 12 or 350-393 of protein p53, and may be 
used for detecting or monitoring diseased conditions, particularly carcinous conditions. 

(57)Abrege 

Peptide, fragment de la proteine p53, presentant une reaction spedfique vis-a-vis d'anticorps anti-p53 presents dans les 
fluides biologiques de patients atteints d'un cancer ou pre-cancereux. Preferentiellement, ce peptide est compris dans la sequence 
des amino-acides 1 a 1 12 ou dans la sequence 350 a 393 de la proteine p53. II poit ctre utilise pour la deteaion ou le suivi d'etate 
pathologiques, en particulier d'etats cancereux. 



BNSDOCID: <WO &410306A1 I > 



UNIQUEMENT A TTTRE D'lNFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures 
publiant des demandes internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


CB 


Royaume4Jni 


MR 


Mauriuntc 


AU 


Australtc 


CE 


G£orgic 


MW 


Malawi 


BB 


Barbade 


CN 


Guinte 


N£ 


Niger 


BE 


Belgique 


CR 


Gr£ce 


NL 


Pays-Bas 


BF 


Burkina Faso 


HU 


Hongrie 


NO 


Norv&ge 


BC 


Bulgarie 


IE 


Irlande 


NZ 


Nouvellc-Zetandc 


BJ 


Benin 


rr 


lialie 


PL 


Pologne 


BR 


Brcsil 


jp 


Japon 


FT 


Portugal 


BY 


Belarus 


KE 


Kenya 


RO 


Rou manic 


CA 


Canada 


KG 


Kirghiauslan 


RU 


F6d6ratic»n dc Russic 


CF 


Rcpubltquc Centrafricaine 


KP 


Ripublique populaire d£mocratique 


SD 


Soudan 


CC 


Congo 




de Cor£c 


SE 


Suodc 


CH 


Suisse 


KR 


R^publiquc dc Cor£c 


SI 


Slov6nic 


Ck 


Cote d*l voire 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


R^publiquc slovaquc 


CM 


Canua-ouD 


U 


Uechicnstcin 


SN 


S6n£gal 


CN 


Chine 


LK 


Sri Lanka 


TO 


Tchad 


CS 


Tch£coslovaqu ie 


LU 


LiuEcmbour 


TG 


Togo 


C2 


Rcpubllquc tcheque 


LV 


Lciumie 


TJ 


Tadjikistan 


DE 


Alicmagnc 


MC 


Monaco 


TT 


Trtaii£-ct-Tobago 


DK 


Dancmark 


MO 


Rlpubliquc dc Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagnc 


MG 


Madagascar 


US 


Etats-Unb d'Am6riquc 


PI 


Ftnlandc 


ML 


Mali 


uz 


€>uzb£kislan 


FR 


France 


MN 


Mongblic 


VN 


Viet Nam 


GA 


Gabon 









BNSDOCID: <WO 9410306A1J_> 



wo 94/10306 



PCr/FR93/01082 



C 

FRAGMENTS DE LA PROTEINE p53 ET LEURS UTILISATIONS 
DANS LA DETECTION ET LE SUIVI D*ETATS PATHOLOGIQUES 

La present.e demande a pour objet des fragment.s 
de la proteine p5 3 correspondants a des 6pi topes 
5 immunodoininants de la proteine p53 humaine* 

Elle est d' autre part relative a leurs 
utilisations dans la detection et le suivi d'etats 
pathologiques et en particulier d'etats cancereux et 
pre-cancereux . 

10 Les mutations du gene p53 sont les alterations 

geniques les plus souvent rencontrees dans les cancers 
humains . La frequence des mutations du gene p53 est 
elevee pour le cancer du colon (1)/ du sein (2) et du 
poumon (3) de meme que dans les leucemies (4), les 
15 ostGosarcomes (5)/ les cancers de I'ovaire (6), de 
I'estomac (7), et du cerveau (8). Des mutations 
hereditaires ont ete recemment mises en evidence comme 
support du syndrome du cancer familial de Li-Fraumeni 
(9/10). Rapportees aux 10 cancers les plus frequents 
2 0 dans le monde , les alterations du gene p53 sont 
retrouvees chez 40 a 45% des cancereux. Les 
alterations les plus frequentes sont des mutations 
ponctuelles situees dans 4 des 5 regions 
phylogenetiquement conservees (HCD) de la proteine p53 
25 (11/12). 

En 1982 , Benchimol et al • ont montre par une 
technique radio-ixnmunologique que la proteine p53 est 
specif iquement surexprimee dans les cellules 
trans formees et indecelable dans les cellules normales 
30 (13). De nombreuses etudes ont confirme depuis ces 
resultats et montre que 1 • accumulation de la proteine 
p5 3 est due a sa stabilisation. On salt maintenant que 
cette stabilisation est due dans presque tous les cas 
a une mutation ponctuelle qui modifie la conformation 
35 et la stabilite de la proteine. Ces observations 
encouragent 1' etude systematique par immunohistologie 
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de !• xpression de la proteine p53 sur un large gamme 
de tumeurs car il semble y avoir une bonne correlation 
entre la mutation du gene p53 et 1 • accumulation de la 
proteine (14, 15). 
5 En 1982, Crawford et al'. ont detecte des 

anticorps anti-p53 chez des patients presentant un 
cancer du sein (16). Caron de Fromentel "et al, ont 
ensuite montre en 1987 que de tels anticorps etaient 
presents dans le serum d'enfants presentant des 
10 cancers tres divers (17). La frequence moyenne est de 
12% avec une frequence particuliere de 20% dans le 
lymphome de Burkitt (17). Plus recemment , Davidof f et 
al. (18) ont montre que la presence d' anticorps' ant i- 
p53 est associee avec des mutations spScifiques des 
15 exons 5 et 6 du gene. Ces proteines mutees sont 
connues pour s'associer a la proteine hsp70 et sont 
encore plus oncogenigues in vitro et in vivo. 

L* importance de ces anticorps seriques a ete . 
recemment soulevee par la decouverte que leur presence 
20 est generalement correlee avec un mauvais pronostic 
pour le patient. 

La partie de la proteine p53 humaine presentant 
le plus de mutations etant situee environ au milieu de 
la sequence de la proteine p53/ on aurait pu supposer 
25 que les anticorps de patients atteints de cancer et 
produisant une telle proteine mutee reconnaissent 
specif iquement cette partie centrale de la proteine 
presentant des mutations. En effet, cette rSgion de la 
proteine p53 humaine etant differente chez des 
30 patients atteints de cancers, il semblait logique de' 
congevoir que la reponse immunitaire de I'organisme 
serait pref erentiellement dirigee centre la region 
modifiee. 

Le demandeur a montre de maniere surprenante 
35 que les regions reconnues par les anticorps des 
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patients n correspondent pas aux regions de la p53 
modifiees dans les cancers mais a d'autres regions de 
la proteine p53 humaine qui sont situees dans les 
extremitfis amino et carboxy-terminales de la p53. Ce 
5 resultat original ne pouvait etre piredit par aucune 
etude anterieure. 

On notera que dans les annees 1980-1985, de 
nombreux anticorps monoclonaux murins ont ete prodults 
soit contre la p53 murine, solt contre la p53 humaine. 
10 Deux etudes ont porte sur la caracterisation de ces 
anticorps monoclonaux- Banks et al.(22) ont decrit la 
production d' anticorps monoclonaux murins diriges 
contre la p53 humaine. L'un de ces anticorps (PAblSOl) 
est tres utilise dans divers laboratolres a I'heure 
15 actuelle- En utilisant des proteines p53 tronquees, 
ces auteurs ont montre que 1 • epitope reconnu par 
pAblSOl ou Pabl803 est compris entre les acides amines 
32 et 79. 

Dans un autre article, WADE-EVANS et JENKINS 

2 0 (30) ont cartographic les epitopes de 4 anticorps 
monoclonaux diriges contre la p53 de souris. Pour 
cette etude, ils ont utilise des fragments de proteine 
p53 murine. Les resultats sont les suivants : 
1' anticorps PAb242 reconnait un epitope situe entre 

25 les acides amines 9 et 25, 1* anticorps PAb246 
reconnait un epitope situe entre les acides amines 88 
et 109, 1' anticorps PAb248 reconnait un epitope situe 
entre les acides amines 157 et 192 et 1* anticorps 
PAb421 reconnait un epitope situe entre les acides 

30 amines 370 et 378. 

L' ensemble de ces etudes montre que les 
epitopes reconnus par ces anticorps monoclonaux sont 
repartis sur tout le long de la proteine. 

La presente invention a pour objet des peptides 

35 ou des fragments prot'iques, a 1* exclusion de la 
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proteine p53, presentant une react.! n specif igue vis- 
a-vis des anticorps anti-p53 presents dans les fluides 
biologigues de patients precancereux ou attaints d'un 
cancer quel que soit son origine . 
5 Avantageusement , un tel peptide est compris 

dans la sequence des acides amines de la region amino 
terminale (residus 1 a 112) ou dans la region carboxy 
terminale (residus 350 a 393) de la proteine p53. La 
sequence de la proteine p53 hiimaine sauvage est 
10 decrite par SOUSSI et al (26). 

II comprend avantageusement en partie ou en 
totalite I'une des sequences suivantes : 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu 
Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu Ser Pro 
15 Leu { SEQ ID N0:1) 

Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp Asp lie. 
Glu Gin Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro (SEQ ID 
NO:2) . 

Pref erentlellement , un tel peptide comprend en 
2 0 partie ou en totalite l*une des sequences suivantes : 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser 
Asp Leu Trp Lys Leu (SEQ ID NO: 3) 

Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu 
Leu Pro Glu Asn Asn (SEQ ID NO: 4) 
25 Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn 

Val Leu Ser Pro Leu (SEQ ID NO: 5) 

Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp Asp lie 
Glu Gin Trp Phe Thr (SEQ ID NO 6) 

Ser Pro Asp Asp lie Glu Gin Trp Phe Thr 
30 Glu Asp Pro Gly Pro (SEQ ID NO:7). 

Si un tel peptide est compris dans la sequence 
des acides amines 350 a 393 de la proteine p53/ 11 
comprend alors pref erentlellement en partie ou en 
totalite I'une des sequences suivantes : 
35 Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin Ala 
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Gly Lys Glu Pro Gly (SEQ ID NO : 8) 

Lys Asp Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly 
Gly Ser Arg Ala His (SEQ ID NO: 9) 

Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His 
5 Ser Ser His Leu Lys (SEQ ID NO: 10) 

Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His Leu Lys 
Ser Lys Lys Gly Gin (SEQ ID NO: 11) 

Ser Ser His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin 
Ser Thr Ser Arg His (SEQ ID NO: 12) 
10 Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His 

Lys Lys Leu Met Phe (SEQ ID NO: 13 ) 

Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met Phe 
Lys Thr Glu Gly Pro (SEQ ID NO: 14) 

Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr Glu Gly Pro 
15 Asp Ser Asp (SEQ ID N0:15) • 

La determination des fragments de la proteine 
p53 prSsentant une reaction specifique vis-a-vis des 
anticorps de patients atteints d'un cancer peut se 
faire par les moyens mis a la disposition de l*homme 
20 du metier et en particulier par test 
ixnmunoenzymatigue , radio-immunologique/ par immuno- 
precipitation ou par immunoblot* 

De tels tests sont bien connus de I'homme du 
metier et sont decrits dans des manuels generaux 
25 (28,29). 

La presente invention est en outre relative a 
une sequence nucleotidique , ribonucleotidique (ARN) 
ou desoxyribonucleotidique (ADN) , codant pour la 
synthese d'un des peptides objet de la presente 
30 demande . 

De tels peptides peuvent etre utilises pour la 
detection ou le suivi d'etats pathologiques, et en 
particulier pour la detection ou le suivi d*etats 
cancereux et precancereux. 
35 Un autre objet de la presente invention est un^ 
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proc'de pour la det^enaination de . la presence 
d'anticorps ou pour leur dosage dans un tissu ou un 
fluide caracterise en ce que : 

- on met en presence le tissu ou le fluide et 
5 I'un des peptides objet de 1* Invention precedemment 

decrits / et 

- on determine la presence soit de I'anticorps, 
soit du peptide soit du couple anticorps-peptide et on 
effectue le dosage correspondant • 

10 Le dosage des complexes ant icorps -peptides peut 

etre effectue soit par dosage de la liaison anticorps 
peptide, soit par dosage du peptide ou de I'anticorps 
capte et rentrant dans le complexe anticorps-peptide. 

Ce dosage peut etre effectue par les methodes 

15 connues de I'homme du metier et en particulier par des 
methodes physiques ou immunologiques telles que les 
methodes immunoenzymologiques , radioimmunologiques ou 
chimioimmunologiques ou par des approches plus . 
recentes qui sont basees sur les nouvelles techniques 

20 de biologie moleculaire telles que 1 • immuno-PCR. Seldn. 
cette technique, le complexe antigene-anticorps est 
detecte par une reaction de PGR qui met en jeu un 
oligonucleotide lie a I'anticorps de revelation. Le 
complexe est ensuite visualise par electrophoreses 

25 Avantageusement/ les anticorps dont on 

determine la presence ou que I'on dose sont des 
anticorps representatif s d'etats pathologiques et en 
particulier d'etats cancereux ou pre-cancereux. 

Afin de mettre en oeuvre le precede, le peptide 

30 peut etre fixe sur une phase solide. 

Les complexes formes peuvent etre reveles a 
I'aide d'un anticorps reagissant specif iquement avec 
le peptide ou les anticorps a doser ou a. detecter • 
Get anticorps permettant la revelation des complexes 

35 est avantageus ment conjugu' a un marqu ur afin de . 
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mettre en evidence 1 complexe antlcorps-peptld 

Un tel marqueur peut etre un enzyme/ une 
molecule chimiolurainescente , biolumlnescente , 

fluorescente ou radioactive. 
5 Un tel procede peut etre avantageusement mis en 

oeuvre a I'aide d'un coffret pour le dosage et a la 
determination d'anticorps comprenant au moins: 

une preparation d'un ou plusieurs des 
peptides tels que precedemment decrits et 
10 - un moyen permettant la revelation de la 

reaction ou de 1' absence de reaction entre I'un de ces 
peptides et les anticorps a doser . 

Le complexe peptide anticorps forme lors de la 
reaction est avantageusement revele a l*aide d*un 
15 anticorps conjugue a un marqueur tel que defini ci- 
dessus ou a I'aide de toutes molecules capables de 
detecter la presence d'un tel complexe. 

Les peptides objets de la presente invention 
sont pref erentiellement obtenus par synthese a partir 
20 d'acides amines par tous moyens connus de l*homme du 
metier . 

lis peuvent aussi etre obtenus par genie 
genetique ou par decoupage enzymatique ou chimique de 
la proteine p53. 

25 Les anticorps permettant la r§v61ation du 

complexe forme entre le peptide et les anticorps sont 
avantageusement diriges centre des determinants 
antigeniques specif iques de l*espece dont est 
originaire le fluide ou le tissu • Ainsi, dans le 

30 cadre de dosage d' anticorps d'origine humaine, les 
anticorps permettant la revelation du complexe seront 
des anticorps anti-humain. 

La presente invention est illustree sans pour 
autant etre limitee par les exemples qui suivent dans 

35 lesquels : 



BNSDOCID: <WO B410306A1_L> 



wo 94/10306 



PCr/FR93/01082 



La figure 1 represente les prof lis 
d* int^eraction entre les fragments de la protelne p53 
et des anticorps presents dans le serum de differents 
patients ayant un cancer. Les anticorps utilises pour 
5 les hybridations des figures lA a IF sont 
respectivement un serum de lapin CMl immunise avec la 
proteine p53, un serum de souris immunise avec la 
proteine p53/ trois serums de patients dont 11 avait 
ete determine gu'ils poss§daient des anticorps anti- 

10 p53 et un temoin constitue par un anticorps anti* 
phosphatase alcaline. 

Les figures 2 a 7 representent la reactivite de 
77 peptides correspondant a la proteine p53r vis-a-vis 
de serums de trois patients atteints de cancers du 

15 poumon numerotes 84, 37, 109/ et de trois patients 
atteints de cancer du sein numerotes 57, 27 et 29. 

Le complexe anticorps /peptides est revelee par 
colorimetrie et la densite optigue est mesuree par un 
lecteur de microplaque. 

20 La figure 8 illustre la frequence . de 

reconnaissance (en ordonnee) de 77 peptides ( en 
abscisse) par differents serums de patients atteints 
de cancers • 

Les abreviations suivantes sont utilisees dans 
25 les exemples : 

ER, recepteur oestrogene 

HCD, Domaine Hautement Conserve (highly conserved 
domain) de la proteine p53 

hsp70, proteine du choc thermigue de 70 kilodaltons 
30 MAS, anticorps monoclonal 
PBS/ tampon phosphate 
PBST, PBS avec 0/1 % Tween 20 

PBSTM, PBS avec 0,1% Tween 20 et 3% poudre de lait 
ecreme 

35 PGR, r' action de polymerisation en chaine (polymerase 
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chain reaction) . 

PhoA, Phosphatase alcallne d*£.coll 
PR, recepteur progesterone 
SPS^ sodium dodecyl sulfate 
5 EXEMPLE 1 - 

Mise en evidence et signification des anticorps 
anti"P53 presents dans le serum de patients attelnts 
de cancer et localisation des regions de la proteine 
p53 reconnues par ces anticorps, 
10 1) MATERIELS ET METHODES 

1.1 SERUMS . 

Les serums de 80 malades presentant un 
carcinome invasif du sein et de 20 malades avec des 
metastases ont ete reunis apres diagnostic 
15 histopathologique et conserves a -20 'C. 

1 • 2 Anticorps monoclonaux 

Des souris BALB/c d'haplotype H-2d sont 
immunisees par voies intraperitoneale avec 100 ^g de 
p53 humaine normale. Une injection de rappel est 

20 effectuee par voie intraveineuse avec BO^ig de proteine 
de meme origine* Quatre jours apres le rappel, les 
splenocytes sont preleves et fusionnes avec des 
cellules de myelome NS-1 en presence de polyethylene 
glycol (PEG 1500 Boehringer) . Apres selection en 

25 milieu additionne de 1 % d * Hypoxanthine Aminopterine 
Thymine (HAT) (Gibco), la secretion d'anticorps par 
les hybridomes a ete recherchee par un test ELISA en 
utilisant la p53 humaine comme antigene. Les 
hybridomes secretant des anticorps capables de 

30 reconnaitre la p53 ont ete clones par la technique de 
dilution limite. 

Pour la localisation des epitopes sur la p53 
humaine, nous avons utilise une serie de peptides 
chevauchants (longueur de 15 acides amines (aa), 

35 chevauchement de 10 aa) couvrant 1 " intSgralite de la 
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prot:eine p53. On dispose d'une serie de 77 p ptides 
biotinyles correspondant a la totalite de la p53* Les 
76 preraiers peptides a partir de I'extremite N- 
terminale ont: une longueur de 15 acides amines chacun 
5 et le 77eme peptide ne comprend que 13 acides aioines. 

L'anticozrps Hill reconnait un epitope compris 
entre les acides amines 291 et 300/ I'anticorps HR231 
reconnait un epitope compris entre les acides amines 
371 et 380 et HT 216 reconnait un epitope compris 

10 entre les acides amines 1 a 64 . 

1.3 EXPRESSION DE FRAGMENT DE p53 
Le vecteur pLip4 a ete utilise pour la 
production des proteines hybrides, Ce plasmide est 
derive de pLip 1 (21) dans lequel deux sites de 

15 restriction Sac I et Sal I sont introduits entre les 
codons +6 et +7 du gene E.coli PhOA* Apres clonage, la 
proteine de fusion PhoA est exportee dans le 
periplasme bacterien et peut en etre extraite par choc 
osmotigue a froid (21). 

20 La proteine p53 a ete decoupee en 6 fragments 

bien def inis . Les fragments 2 (residus 108 a 162) ^ 3 
(residus 158 a 219), 4 (residus 215 a 267) et 5 
(residus 263 a 310) contiennent respect ivement les 
regions HCD II a V et correspondent aux sites 

25 privilegies pour les mutations (regions HOT-SPOT) dans • 
les cancers humains (11,12). 

Les fragments 1 (residus la 112) et 6 (residus 
306 a 393) correspondent aux regions amino- et 
carboxy-terminales de la proteine et sont generalement 

30 a l*ecart des mutations. 

Les fragments precis d'ADNc de la p53 humaine 
(clone H8, Varda Rotter, Institut Weissman, Israel) 
ont ete amplifies par PGR utilisant la Vent-DNA 
polymerase pour reduire les erreurs d ' incorporation 

35 puis sous clones dans un vecteur pLIP4. Les clones 



■ positifs sont controles pour I'activit' phosphatase 
alcaline et sequences directement . 

Les six fragments fusionnes au gene PhoA 
peuvent etre exprimes dans E.coli comme des proteines 
solubles. Le rendement d* expression* de proteine de 
fusion avec. le fragment 6 est plus bas (2 a 5 fois) 
que pour les autres fragments . 

L'antigenicite de la proteine exprimee est 
etablie par sa rfiactivite avec differents anticorps 
monoclonaux . (voir tableau 2). PAblBOl (22) et HT 216 
sont specif iques du fragment 1; 1 ' epitope PAb240 est 
localise sur le fragment 3 (23). Hill est sur le 
fragment 5; HR 231 et PAbl22 (24) sont specif iques de 
la region carboxy-terminale de la p53 (fragment 6). 
Tous ces anticorps monoclonaux reagissent en 
immunoblot et immunoprficipitation avec la prot§ine de 
fusion pLIP4 en accord avec la localisation de leur 
epitope (voir tableau 2) . 

1.4 METHODE D * ANALYSE DES FRAGMENTS p5 3 PAR 
IMMUNOBLOT . 

L* Immunoblot a ete realise tel que dScrit par 
Towbin et al . (20). Les proteines sont separees par 
electrophorese en gel de polyacryl amide (10% 
acrylamide) en tampon Tris-Glycine contenant 0,1 % de 
SDS, pH 8,3. Les proteines sont trans feree^ sur une 
membrane de nitrocellulose (2 heures, 40 volts); la 
membrane est immergee en tampon PBSTM pour saturer les 
sites de fixation non specifigues puis lavee 5 fois au 
PEST. 

Pour le Western blot du serum du patient et de 
I'extrait d*E.coli, plusieurs pre-incubations sont 
necessaires pour diminuer les liaisons non specifiques 
a la meoibrane de nitrocellulose et eliminer les 
anticorps anti-phosphatase presents dans certains 
serums. L s serums sont d'abord incubes avec 1* xtrait 



12 

bacterien exprlmant la phosphatase alcalln E.coll 
pendant une heure a +4 * C puis sur une membrane de 
nitrocellulose contenant un extrait bacterien (sans 
proteine de fusion) 12 heures a +4*C. 

La membrane de nitrocellulose avec les 
proteines hybrides est incubee avec^ les seriims 
prepares et dilues du 1/100 au 1/500 pendant 1 heure 
en tampon PBSTM a temperature de la piece . Apres 5 
lavages en PBSTM, les membranes sont incubees 1 heure 
avec un anticorps de lapin anti-souris conjugue 
peroxydase (dilue au 1/4000 en tampon PBSTM), lavees 5 
fois en tampon PBS et revelees par le Luminol 
(Amersham"') . 

Apres lecture et Interpretation , les filtres 
sont controles par reaction immunologigue ( Immunoblot ) ^ 
pour la quantite de proteine de fusion ef f ectivement 
deposee en incubant la membrane avec un anticorps 
anti-phosphatase alcaline* 

L * immunoprecipitation et 1 ' electrophorese en 
gel de polyacrylamide-SDS ( SDS-PAGE) ont ete realises 
selon la technique decrite par Soussi et al . (19) • 

2) RESULTATS 

2*1 Anticorps anti-p53 et resultats clinioues , 

Les serums de 100 patients avec un cancer du 
sein sont testes pour la presence d* anticorps par 
immunoprecipitation et Western blot (Tableau 1) • Les 
anticorps circulant sont detectes chez 14% des 
patients tous stades clinigues confondus. 

La frequence est legerement plus elevee que 
celle rapportee par Crawford et al. (10%) (16), en 
raison surement de 1 ^utilisation de proteine purifiee 
recombinante p53 a la place de lysat cellulaire. 

II n'y a pas de correlation entre la presence 
d' anticorps et le stade clinigue de la maladie. Aucune 
difference de frequence en fonction de la taille de la- 
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tumeur ou d la dissemination ganglionnaire n*a ete 
montree. II n'y a pas de correlation av c d'autres 
parametres cliniques tels que I'Sge , le statut 
hormonal. Par contre une correlation a ete etablie 
5 avec le stade histologique de la tumeur (SBR stade 3)^ 
un marqueur pronostic independant dans les cancers 
primitifs du sein . Ceci est confirme par 
1 'association entre la presence d'anticorps et 
1' absence de recepteurs hormonaux (ER-PR) . 
^0 2.2 Analyse des regions de la proteine d53 

impliauees dans la reponse immune. 

Pour determiner si la reponse immunitaire est 
dirigee contre la p53 mutante ou sauvage, tous les 
serums positifs et plusieurs serums negatlfs sont 
15 controles par immunoprecipitation contre diff erents 
mutants p53 (Hisl75, Val 143 et Prol56). La 
reconnaissance des types sauvages et mutants par les 
serums est identique. 

Dans une seconde serie d' experiences , le serum 
20 CMl (25) a ete controle . CMl est un anticorps 
polyclonal de lapin obtenu par immunisation avec la 
p53 huraaine hautement purifiee et fr6querament utilisee 
en immunocytochimie (24). Les techniques de Western 
blot ont montre que le serum CMl contient des 
25 anticorps qui reconnaissent principalement les 
fragments 1 et 6 et a un moindre degre le fragment 5 • 
Des resultats similaires sont obtenus par 
immunoprecipitation . Une experience de controle avec 
un anticojrps anti-phosphatase alcaline permet 
30 d'etablir que des quantites identiques des differentes 
proteines de fusion sont bien presentes sur le gel 
(figure 1) . Pour elargir des observations nous avons 
controle le serum d*une souris immunisee avec de la 
p53 immunopurif iee. Le profil de reconnaissance est 
35 quasiment identique a celui du serum CMl. Des ^ 



BNSDOCID: <WO 9410306A1_I_> 



14 

resultats Identigues ont ete obtenus avec trois autres 
souris . 

Li 'ensemble de ces resultats permet d'etabllr 
que les parties amino et carboxy terminales de la 
proteine p53 sont tres immunogeneg chez 1» animal 
immunise et correspondent a des reponses prefe- 
rentielles Valors que le fragment 5 a une reponse plus 
faible . Des temps d' exposition radiographique allon- 
ges n'ont pas permis de mettre en evidence une recon- 
naissance des fragments 2 a 4 tant par immunopre- 
cipitation que par immunohybridation (immunoblot) . 

On a teste le prof il de reconnaissance des 
serums de malades contenant des anticorps anti-p53. 
(figure 1 et tableau 3). Les immuno hybridations 
realisees ont clairement montre que la reponse 
immunitaire chez les patients est dirigee 
principalement centre des epitopes localises dans les 
fragments 1 et 6 de la p53. Le serum de certains 
patients reconnalt seulement le fragment 1 , mais 
aucun ne reconnalt uniquement le fragment 6 ce qui 
laisse supposer que la reponse primaire est dirigee 
principalement centre le fragment 1. Des resultats 
semblables sont obtenus par immunoprecipitation. De 
meme quB chez 1' animal, il existe quelques variations 
dans la reponse immunitaire et quelques patients ont 
des anticorps diriges centre les fragments 4 et 5. 
Aucun anticorps dirige contre les fragments 2 et 3 n*a 
pu etre detecte. Ce phenomene n'est pas specif ique au 
cancer du sein. Des resultats identiques ont ete 
obtenus avec des serums de patients ayant des ^ 
carcinomes de 1 • ovaire ou du poximon ( figure 1 et 
exemple 2) • 

Ces resultats etablissent clairement que la 
partie eunino terminale de la p53 contient un ou 
plusieurs epitopes dominants implique dans la reponse^ 
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e 

immunitaire cellul B chez des patients presentant des 
cancers divers. La region carboxy terminale contient 
aussi un ou plusleurs epitopes immunodominant mais 
leur importance est moindre par rapport a la region 
amino terminale* 
EXEMPLE 2 ; 

Mise en e vidence des epitopes reconnus par les 
anticorps an ti-p53 presents dans le serum de malades 
atteints de divers types de cancer t analyse avec des 
peptides de svnthese , 

1) MATERIELS ET METHODES 

Les plagues de microtitration utilisees sont 
des plaques en polychlorure de vinyle a fond plat, a 
9 6 puits, Ref: M129B, Societe Dynatech. 

La streptavldine en poudre, reference (S4762) , 
Societe Sigma. 

Peptides biotinll6s synth6tls6s par la SocifetS 
CAT (Angleterre) 

Une serie de peptides chevauchants (longueur de 
15 acides eunines (aa) , chevauchement de 10 aa) 
couvrant 1 • integralite de la proteine p53. On dispose 
actuellement d'une serie de 77 peptides biotinyl6s 
correspondant a la totalite de la p53. Les 76 premiers 
peptides a partir de I'extremite N-terminale ont une 
longueur de 15 acides amines chacun et le 77eme 
peptide ne comprend que 13 acides amines ( SEQ ID 
NO: 15). 

2 peptides temoins ne correspondant pas a la 
proteine p53 sont utilises comme teraoin negatif . 

Tablet te ABTS 50 mg; ref 1112422, Boehringer 
Tampon ABTS ref 1112597, Boehringer 
Anti human couple a la peroxydase IgG-GAH; 
PDSOF, Silenus 
La it en poudre 
METHODES DU TEST ELISA 



PREPARA TION PES PLAQUES DE MICROTITRATION , 

100 pi de streptavidine ( concentration 5pg/ml 
dans I'eau distillee ) sont deposes dans les puits de 
la plague. 

Les plagues sont ensuite incubees a 37 'C dans 
une etuve seche pendant 48 heures . Apres cette etape 
de deshydratation, elles peuvent etre emballees 
individuellement et stockees pendant plusieurs mois a 
4"C. 

LAVAGE : 

Les plagues deshydratees sont lavees 5 fois 
avec du PBS { phosphate buffer saline) contenant 0,05% 
Tween 20. Ce tampon PBS avec du Tween (PBS-T) sera 
utilise tout le long de Inexperience comme solution de 
lavage. Les 5 lavages se font de maniere usuelle en 
utilisant 200 pi de tampon PBS-T par puits. 

Apres le dernier lavage, la plague est sechee 
sur un papier absorbant* Tous les lavages sont 
effectues de cette fagon. 
SATURATION 

lOO pi de solution de saturation sont ajoutes 
dans chague puits • 

solution de saturation: tampon PBS 

0,2 % Tween 20 

5% Lait 

Les plagues sont ensuite incubees 1 heure a 
37 avec une legere agitation puis sont ensuite 
lavees comme indigue precedemment • 
ADDITION PES PEPTIDES BIOTYNILES 

50 pi de solution de peptides (125 nanograrames 
de peptide dilue dans du tampon PBS contenant 0,1 % de 
Serum Albumine Bovine et 0,02% d'azide de sodium) sont 
ajoutes dans chague puits. 

Chague puits regoit un peptide different 
correspondant a une region precise de la p53. 
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Les plaques sont incubees 1 heure a 20'C avec 
une ISgere agitation et sont ensuite lavees comme 
indique precedemment . 

ADDITION PES SERUMS PES PATIENTS 
5 Les serums a tester sont dililes au 1/50 dans 

une solution de PBS contenant du lait a 5%. 

50 ^1 de serum ainsi dilue sont ajoutes dans 
chaque puits de la plaque. 

Les plaques sont incubees 1 heure k 20'C avec 
10 une legere agitation et sont ensuite lavees comme 
indique precedemment. 

INCUBATION AVEC L ' ANTI CORPS SECONDAI RE. 

100 yl d'anticorps monoclonal anti- 
immunoglobuline humaine sont ajoutes dans chaque puits 
15 ( commercialise par Silenus, anticorps dilue au 1/2500 
dans du PBS 5%lait) . 

Les plaques sont incubees 30 minutes a 37 *C 
avec une legere agitation et sont ensuite lavees comme 
indique precedemment. 
20 REVELATION. 

100 ^1 de substrat (ABTS 1 mM, commercialism 
par Boerhinger) sont ajoutes dans chaque puits. 

Les plaques sont incubees a 20 'C avec une 
legere agitation. 
25 Le resultat est lu dans un appareil de lecture 

ELISA (405 nm) 15 minutes, 30 minutes et 60 minutes 
apres addition du substrat . 

2) RESULTATS OBTEWUS 

Dans I'exemple 1 deux phenomenes ont ete mis en 
30 evidence. 

i) La presence d'anticorps anti-p53 est 
retrouvee chez les patients ayant une forme agressive 
de cancer du sein (mauvais pronostic ) . 

ii) Les anticorps anti-p53 reconnaissent 
35 principalement un region de 112 acides amines situ's 
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dans la partie emino terminale d la p53 ainsi qu'une 
region carboxy terminale localisee entre les residus 
306-393. L* etude ne pouvait pas permettre de detailler 
plus precisement la region reconnue par les anticorps 
5 anti-p53. ~. 

L' etude decrite dans cet exemple presente une 
etude tres detaillee de ces regions. 

Une analyse de plus de 1 000 serums de patients 
attaints de divers types de cancers a ete faite. 47 
10 serums positifs ont .ete choisis pour une etude tres 
detaillee afin de determiner la nature exacte des 
epitopes que reconnaissent les anticorps seriques. 

Ces 47 serums contenant des anticorps anti-p53 
ont ete testes sur une serie de 77 peptides couvrant 
15 1 • integralite de la proteine p53 humaine .sauvage. La 
methods utilisee est la detection ELISA . . 

Des exemples de resultats obtenus sont decrits 
dans les figures 2 a 7. 

L' ensemble des resultats est resume dans le 
20 tableau 5. 

Dans ce tableau^ les peptides donnant une 
reponse comprise entre 50 et 100 % de la valeur 
maximale de I'ELISA ont ete indiques en noir. Les 
peptides donnant une reponse comprise entre 20 et 50 % 
25 de la valeur maximale de I'ELISA ont ete indiques en 
gris . 

Les initiales des cancers etudies sont les 
suivantes : 

LC: cancer du poumon 
30 UC: cancer de la vessie 

PA: cancer du pancreas 

BC: cancer du sein 

BL: lymphome de Burkitt 

H : cancer du foie 
35 OV: cancer de I'ovaire 



L : leucemie 

TY : cancer de la thyroxde 
PR: cancer de la prostate. 

La figure 8 illustre les frequences obtenues 
pour chacun de ces peptides « 

Cet histogramme montre la frequence de 
reconnaissance de chaque peptide par les 47 serums 
etudies (voir tableau 5). II montre, par exemple, que 
40% des serums reconnaissent au moins le peptide 3 et 
que 63% reconnaissent au moins le peptide 4. 98% des 
serums reconnaissent au moins I'un des 5 peptides de 
la region aminoterminale (N-ter) tandis que seulement 
47% reconnaissent I'un des peptides de la region 
carboxy terminale (C-ter). Bien sur, 100% des serums 
reconnaissent I'un des 13 peptides decrits dans ce 
tableau. 

L* ensemble de ces resultats montre que 98% des 
serums de malades reconnaissent au moins l^un des 
epitopes presents dans les 5 peptides de la region 
amino terminale. 47% des serums reconnaissent au moins 
un des peptides de la region carboxy terminale. 

II apparait done que 1 'utilisation de ces 
peptides, amino ou carboxy terminaux, sont d'une 
importance majeure dans la possibilite de mettre au 
point un test ELISA pour mesurer la presence de ces 
anticorps dans le f luide biologique de patients 
atteints de cancers ou d'etats precancereux. 
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TABLEAU 1 



Correlation entre le taux 


d'anticorps anti 


-p53 


dans le serum et les parametres cllnigues 


et 


histoloaiaues de patients atteints d'tih cancer 


du sein 


Parametres cllnigues 




P 


Patients atteints par des 


3/20 




metastases ou ayant subi une 






rechute 






cancer primaire du sein 


17/80 




Taille de la tumeur 








2/21 




T2 


7/33 


no 




2/19 






1/7 










No 


4/32 




N- 


7/43 




Categorie histologique 






categories 1 et 2 


5/59 


<O.05 


categorie 3 


6/17 




Etat des recepteurs 






hormonaux 






ER + PR + 






ER- PR + 


2/34 


<O.05 


ER+ PR- 






ER- PR- 


5/13 





NS = non significatif 



BNSCKDCID: -eWO 9410306A1 1 > 



wo 94/10306 



21 



PCT/FR93/01082 



< 
< 



a 

"O 

E 
w 

.a 
o 



w 
c 

CO 

c 
o 



in 

D 

■o 

jj 

£ 
(3 

w 
o 

C 

o 

•H 

CO 
tn 

-H 
M 

xQ) 

V 

1^ 

CO 
U 

































1 + I + I 1 






1 








ID * 








O 








m 








*^ 
















o 








t-( 








ro 






in 


1 








VD 


1 t 1 t 1 -r 






CN 
































o 








CM 








1 

in 


1 1 1 f 1 1 * 
1 1 I t 1 J 






f— c 








CN 








^— ' 








*— * 




in 








cu 
















0) 




1 




"O 




O 


I 1 + I 1 1 






m 




















C 








Q) 








£ 












CN 
















r-C 






<N 


1 


t 1 1 1 1 1 






GO 








O 
















""^ 
















CN 
















f-t 








1 










+ I 1 1 + 1 






• 








O 


ro in LTi ^* V* ^o* 






c: 


rv3 03 rvJ CM (N CN 

%^ »^ *^ 






X 








D 








w <a 








a. c 








u o 








o ^ 


O CN O 






u u 


CO CN ^'"-t wo 






-H O 


f-t f-l CN n t-H 








Z5 XJ ^ CN CN 






c o 


< < < n: H 1-4 






< S 


cu ci. a. X X 



BNSDOCID: -cWO 9410306A1J_> 



wo 94/10306 



22 



PCT/FR93/01082 



< 

to 

a 



CO 



U Q) 
(0 E 

Q, O 



I u 
O 

(0 

M c 
m 

o 

3 80 
CT 4J 
-H C 
C -H 
«Q) CI 

cn 
c 

tt c 
^ C) 
c ^ 
a X) 
c e 
-( a, 

E 

U G) 
"D 0) 

to cr 

0) -H 

•o u 

C CO 

O 

ca u 

CO O 

u 

u -^ 
u a 

10 

u 
a 

u 



in 



O 



03 
D 



C 

o 
u 

5 



fO 

o 
c 



9 

13 

to 



O 

s 



C3 



r o 

cr w 
—I 

to 
^ 
o c 

l4 O 



0> 



0) to 

u o 

-I u 

a -H 

c a 

o > 

E o 

3 to 

E O 

O E 

c o 

•H C 

U -1 

U U 

Q *w 

u a 

^ ^ u 

*— ^ r>j o 



= CO 



.2r 



o 



BNSDOCID: <WO 0410306A1J_> 



wo 94/10306 



PCT/FR93/01082 



23 

C 

TABLEAU 4 




BNSDOCID: <WO 9410306A1J_> 



WOM/10306 



PCT/FR93/01082 




BNSDOCID: <WO 9410306A1_I_> 



wo 94/10306 



PCr/FR93/01082 



25 

TABLEAU 4 ( suite) 
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TABLEAU 4 ( suite) 
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TABLEAU 4 ( suite) 
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LISTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: LABORATOIRES EUROBIO- 

(B) RUE: 7/ Avenue de Scandinavle 

(C) VILLE: LES ULIS CEDEX 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 91953 

(G) TELEPHONE: 69 07 94 77 

(H) TELECOPIE: 69 07 95 34 

(I) TELEX: 681 425 F 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: FRAGMENTS DE LA 
PROTEINE P53 ET LEURS UTILISATIONS DANS LA DETECTION 
ET LE SUIVI D'ETATS PATHOLOGIQUES 

(Hi) NOMBRE DE SEQUENCES: 15 

(Iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version 
#1.25 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDS ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 9213110 

(B) DATE DE DEPOT: 02-NOV-1992 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE Ul SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides aminis 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp 
15 10 
Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu S r Pro Leu 
15 20 25 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 20 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple * 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Asp Asp Leu Met. Leu Ser Pro Asp Asp lie Glu Gin 
1 5 10 

Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro 
15 20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu 
15 10 
Trp Lys Leu 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: p ptide 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro 
1 5 10 

Glu Asn Asn 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu 
1 5 10 

Ser Pro Leu 

15 • 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 15 acides amines 
.(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp Asp lie Glu Gin 

1 5 10 

Trp Phe Thr 
15 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(li) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 7 : 

Ser Pro Asp Asp lie Glu Gin Trp Phe Thr Glu Asp 

1 5 -10 

Pro Gly Pro 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin Ala Gly Lys 
15 10 
Glu Pro Gly 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(vi) ORIGINE: 
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(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Lys Asp Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly Glv Ser 

1 5 10 

Arg Ala His 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser 

1 5 10 

His Leu Lys 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His Leu Lys Ser Lys 

15 10 
Lys Gly Gin 
15 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

Ser Ser His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr 

15 10 
Ser Arg His 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple - 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His Lys Lys 
1 5 10 

Leu Met Phe 
15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 15 acides amines 
(6) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr 
1 5 10 

Glu Gly Pro 

15 . 

INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 13 acldes amln§s 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser 
1 5 10 

Asp 
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REVENDICATIONS 
1. Peptide, a 1 'exclusion de la proteine p53/ 
presentant une reaction specifigue vis-a-vis 
d'anticorps anti-p53 presents dans les fluides 
5 biologigues de patients atteints d'un cancer ou 
precancereux • 

2* Peptide selon . la revendication 1, 
caracterise en ce que les anticorps sont ceux de 
patients atteints d'un cancer quel que soit son 
10 origine. 

3. Peptide selon I'une des revendications 1 et 
2 , caracterise en ce gu'il est compris dans la 
sequence des amino acides 1 a 112 de la proteine p53. 

4. Peptide selon I'une des revendications 1 a 
15 3, caracterise en ce qu*il comprend en partie ou en 

totalite I'une des sequences suivantes : 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser 
Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu 
Ser Pro Leu (SEQ ID N0:1) 
2 0 Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp Asp lie 

Glu Gin Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro (SEQ ID 
NO : 2 ) . 

5. Peptide selon I'une des revendications 1 a 
4, caracterise en ce qu'il comprend en partie ou en 

25 totalite I'une des seG[uences suivantes : 

Glu Pro Pro Leu Ser Gin Glu Thr Phe Ser 
Asp Leu Trp Lys Leu (SEQ ID NO: 3 ) 

Gin Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu 
Leu Pro Glu Asn Asn (SEQ ID NO :4) 
30 Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn 

Val Leu Ser Pro Leu (SEQ ID NO: 5) 

Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp Asp lie 
Glu Gin Trp Phe Thr (SEQ NO : 6 ) 

Ser Pro Asp Asp lie Glu Gin Trp Phe Thr 
35 Glu Asp Pro Gly Pro (SEQ ID NO: 7). 
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6. Peptid selon I'une des rev ndlcations 1 et 
2, caracterlse en ce qu'll est compris dans la 
sequence des amino-acldes 350 a 39 3 de la proteine 
p53. 

7. Peptide selon I'une des revendications 1, 2 
et 6, caracterlse en ce qu'il comprend en partie ou en 
totalite I'une des sequences suivantes : 

Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin Ala 
Gly Lys Glu Pro Gly (SEQ ID NO : 8) 

Lys Asp Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly 
Gly Ser Arg Ala His (SEQ ID NO : 9) 

Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His 
Ser Ser His Leu Lys ( SEQ ID NO: 10) 

Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His Leu Lys 
Ser Lys Lys Gly Gin ( SEQ ID NO: 11) 

Ser Ser His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin 
Ser Thr Ser Arg His ( SEQ ID NO: 12) 

Ser Lys Lys Gly Gin Ser Thr Ser Arg His 
Lys Lys Leu Met Phe (SEQ ID NO: 13) 

Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met Phe 
Lys Thr Glu Gly Pro (SEQ ID NO: 14) 

Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr Glu Gly Pro 
Asp Ser Asp (SEQ ID NO: 15). 

8. Sequence* nucleotidique codant pour la 
synthese d'un peptide selon I'une des revendications 1 
a 7. 

9. Utilisation d'un peptide selon I'une des 
revendications 1 a 7 pour la detection ou le suivi 
d'etats pathologigues . 

10. Utilisation selon la revendication 9 pour 
la detection ou le suiyi de 1' evolution d'etats 
cancereux et pre-cancereux. 

11. Precede pour la determination de la 
presence ou pour le dosage d'anticorps dans un fluide 
ou tissu caracteris' en ce que: 
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- on met en presence le fluide ou tissu t I'un 
des peptides selon I'une des revendications 1 a 7, et 

- on determine la presence soit de I'anticorps 
soit du peptide soit du couple anticorps -peptide et on 

5 effectue le dosage correspondant . 

12. Procede selon . la revendication 11, 
caracterise en ce que les anticorps a doser ou dont on 
determine la presence sont des anticorps 
representatif s d*etats patholpgigues . 
10 13. Procede selon I'une des revendications 11 

et 12 , caracterise en ce que ledit peptide est fixe 
sur une phase solide . 

14. Proc§d§ selon I'une des revendications 11 & 
12, caracterise en ce que les complexes formes sont 

15 reveles a I'aide d'un anticorps reagissant 
specif iquement avec les anticorps a doser ou dont on 
determine la presence • 

15. ProcSdg selon la revendication 14, 
caracterise en ce que I'anticorps permettant la 

20 revelation des complexes est conjugue a un margiieur . 

16 . Precede selon la revendication 15, 
caracterise en ce que le marqueur est un enzyme , une 
molecule chimioluminescente , bioliiminescente , 
fluorescente ou radioactive • 

25 17. Coffret pour le dosage et la determination 

d' anticorps , caracterise en ce qu'il comprend au 
moins : 

* une preparation d'un ou plusieurs peptides 
selon I'une des revendications 1 a 7, et 
30 - un moyen permettant la revelation de la 

reaction entre I'un de ces peptides et les anticorps a 
doser • 

18. Coffret selon la revendication 17 , 
caracterise en ce que le complexe peptide-anticorps 
35 forme lors de la reaction st revele par un anticorps 
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C 

conjugue a un margueur. 

19. Coffret selon la revendication 18/ 
caracterise en ce que le margueur est un enzyme, une 
molecule chlmiolumlnescente, bioluminescente, 

5 fluorescente ou radioactive . 
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